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1| INTRODUGAO

O uso de animais para as mais

diversas necessidades humanas foi

fomentado, ao longo da historia, por
reflexdes éticas, filosoficas e religiosas.
Conceitos construidos nos ultimos séculos
foram substanciais para o aprofundamento
da discussao sobre a relacdo homem-
animal, sobretudo no que diz respeito ao
uso de biomodelos pela ciéncia.

O uso de animais para fins cientificos

€ uma pratica de longa data na pesquisa

Data de aceite: 03/07/2023

biolégica e na Medicina e é um assunto
de frequentes debates na sociedade
(BARRE-SINOUSSI, MONTAGUTELLI,
2015). Nessa perspectiva, experimentos
cientificos utilizando animais contribuiram
significativamente para o desenvolvimento
de vacinas, antibidticos e para a
compreensao dos processos que envolvem
as doencas humanas. Assim, modelos
animais sé@o Uteis para o conhecimento
sobre acdo de medicamentos e efeitos de
intervencdes cirlrgicas nos organismos
(FERREIRA, HOCHMAN, BARBOSA,
2005; SINGH, SEED, 2021).

No campo da cirurgia experimental,
os animais foram fundamentais no
desenvolvimento de diversos protocolos.
Esses biomodelos foram usados, por
exemplo, na obtencdo de novas técnicas
cirirgicas como a traqueostomia,
inicialmente realizada por lbn Zuhr, em
(ABDEL-HALIM,

2005), e a laparoscopia, originada do

cabras, no século XIl

trabalho de Georg Kellings com céaes no
século XX (SCHOLLMEYER et al., 2007).
Na década de 1940, Vivien Thomas e
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Alfred Blalock desenvolveram um modelo canino que mimetizava a tetralogia de Fallot
(TOF), permitindo o desenvolvimento de técnicas cirdrgicas para repara-la, sendo este o
tratamento de escolha até hoje (HINES, 2019).

Além de serem historicamente importantes para o desenvolvimento de inUmeras
técnicas cirtrgicas, biomodelos vivos e cadaveres de animais tém sido utilizados como meio
de ensinar e melhorar a habilidade cirdrgica de profissionais (LOH et al., 2018). Embora
existam modelos que se prop6em a substituir o uso de animais nessas praticas, como 0 uso
de simuladores de realidade virtual, a utilizacdo de animais vivos ainda é o padrao-ouro na
formacéo técnica em microcirurgias, na medida em que da aos profissionais em formacéo
uma experiéncia realista e aumenta a sua preparagao para o ambiente clinico, pois oferece
fisiologia semelhante a real pratica em humanos, no que diz respeito, por exemplo, ao fluxo
sanguineo, perfusé@o, trombose e manipulagdo de outras estruturas circundantes, como
0ssos e musculos (JAVID et al., 2019).

Dentre as espécies de animais, roedores das espécies Rattus norvergicus e Mus
musculus sdo as mais amplamente utilizadas pela ciéncia atualmente (GRAF, CINELLI,
ARRAS, 2016). As justificativas para uso desses biomodelos incluem o facil manejo, quando
comparado aqueles de maior porte; homologia anatémica, fisiologica e genética (BARRE-
SINOUSSI, MONTAGUTELLI 2015). Na execugdo dos diversos testes experimentais
relacionados as doengas, protocolos cirlrgicos podem ser necessarios em muitos casos,
seja para indugé@o de um modelo de interesse ou para coleta de tecidos a serem analisados
(GRAF, CINELLI, ARRAS, 2016).

O treinamento técnico do profissional deve preceder qualquer procedimento
cirurgico, mesmo os mais simples (PRITCHETT-CORNING et al., 2011; MIWA, SLADKY,
2016). A capacitacao técnica é necessaria para garantir a qualidade dos testes e o adequado
manejo da dor ou sofrimento nos animais, caso ocorram. Assim, diversas resolu¢des
normativas, diretrizes e leis que regulamentam protocolos experimentais em todo o0 mundo
exigem treinamentos prévios e aquisicdo de habilidades para assegurar o bem-estar animal
(GRAF, CINELLI, ARRAS, 2016; BARRE-SINOUSSI, MONTAGUTELLI, 2015).

Na condugéo de protocolos cirlrgicos, o pesquisador deve ndo somente conhecer
a anatomia e comportamento natural da espécie utilizada, mas receber treinamento em
assepsia, adquirir habilidade para manuseio e dissecagdo de tecidos e 6rgéos, além de fazer
uso adequado de instrumentos e ser capaz de identificar condi¢des clinicas apresentadas
pelo animal no pré, trans e pos-operatorio (PRITCHETT-CORNING et al., 2011; MIWA,
SLADKY, 2016). Essas habilidades sédo essenciais para definir a melhor conduta a ser
adotada, desde a preparacao do animal até seu completo restabelecimento. Destaca-se,
ainda, que o pesquisador deve ser capaz de avaliar as condi¢des de bem-estar animal
durante todo o procedimento e, caso seja necessario, colocar em pratica o ponto final
humanitario, diante de intercorréncias cirargicas irreversiveis, como sera discutido mais
adiante.
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2| PARAMETROS PARA AVALIAC}AO CLINICA DE ROEDORES SUBMETIDOS
A PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

Inicialmente, cabe-nos sublinhar que todo procedimento cirurgico deve ser precedido
de ampla consulta a literatura, visando ao emprego de técnicas minimamente invasivas
e refinadas, as quais, normalmente, requerem menos anestesia, analgesia e produzem
menos complicagbes pods-operatérias. Além disso, procedimentos refinados podem ser
tecnicamente mais faceis de serem executados e estdo em consonancia com as diretrizes
dos 3Rs.

Essencialmente, a avaliacdo dos parametros clinicos em biomodelos submetidos a
procedimentos cirurgicos deve acontecer durante trés momentos: periodos pré-operatorio,
transoperatério e pés-operatério. Em todas essas fases, é imprescindivel que o bem-estar
animal seja assegurado e que sejam utilizados todos os recursos possiveis na tentativa de
evitar/minimizar a dor e o sofrimento.

2.1 Pré-operatério

No periodo pré-operatério, a realizagdo de exames clinicos, incluindo observagdes
comportamentais, antes da indugdo anestésica, € essencial. Por exemplo, a presenca de
secrecdes nos olhos ou nariz, emaranhados de pelos ou de sujeira na regido perianal
requerem investigacéo adicional. Se a aparéncia geral do animal for anormal ou algum dos
sinais clinicos nao estiver dentro da normalidade para a espécie, a inducdo da anestesia
deve ser adiada até que o quadro seja revertido ou o animal seja retirado do estudo.
Ademais, é Gtil monitorar a ingestdo de alimento, agua e peso corporal por alguns dias
antes do procedimento, pois isso permitira obtengéo de parametros relevantes que podem
ser comparados aos coletados no momento da recuperagdo do animal no pés-operatério
(FLECKNELL, 2015).

Navarro et al. (2021) apresentam os principais parametros a serem avaliados no
exame fisico pré-anestésico e os achados que indicam um camundongo saudavel ou com
sinais clinicos de doencgas (Quadro 1).
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Parametro Achados normais em Achados anormais, indicando doenga

camundongos saudaveis sistémica e mau estado fisico
Aparéncia geral Ativo, curioso, pelagem com Letargico, curvado
aparéncia normal
Funcao respiratéria Respiracao nao perceptivel, Taquipneia, respiracdes abdominais
sem descarga nasal profundas, respiragdes superficiais,

respiragado com boca aberta ou
respiragéo ofegante

Membrana mucosa ou Roésea Palida, azulada ou vermelho brilhante

coloracao da pele

Hidratacao Turgor de pele normal Olhos afundados, piloerecéo, teste de
turgor cuténeo tardio

Escore de condicao 25-3 Obesidade: ECC de 5; magro e em

corporal? mau estado, com pelve e coluna 6ssea:
ECC<2

Quadro 1. Par@metros a serem avaliados no exame fisico de camundongos no pré-cirurgico’.

"Adaptado de Navarro et al. (2021). 20 Escore de Condi¢éo Corporal (ECC) varia de 1 a 5, sendo
utilizado para avaliagdo da saude do animal baseado em atributos fisicos. Alteragdes no ECC
podem se dar em decorréncia do sexo, linhagem ou modelos de doengas nos animais. A descricdo
pormenorizada da escala relativa ao ECC para camundongos foi apresentada por Uliman-Culleré, Foltz
(1999).

2.2 Transoperatorio

Existe uma série de protocolos anestésicos e analgésicos que devem ser
considerados conforme a espécie e o objetivo da cirurgia. No periodo transoperatério, &€
essencial que o animal seja mantido em plano anestésico adequado. Neste capitulo, nés
nos deteremos apenas aos principais parametros de avaliagéo clinica dos roedores durante

a realiza¢édo de procedimentos cirdrgicos.

a. Resposta aos estimulos dolorosos

A resposta aos estimulos dolorosos € uma estratégia de avaliagdo essencial para
se estimar a profundidade da anestesia. Em roedores, ao pingcamento da membrana
interdigital, o reflexo de retrag@o da pata deve ser avaliado. Se o membro for retraido,
ou houver vocalizagcdo do animal, tais sinais sdo indicios de que o plano anestésico &

inadequado para realizagcao de procedimentos cirdrgicos.

b. Alteragé@o nos reflexos oculares

A técnica de avaliacao do reflexo palpebral e da posicao do globo ocular é limitada
para ratos e camundongos, pois, dependendo do protocolo utilizado, a perda desse reflexo
pode ser observada em niveis anestésicos mais leves, como acontece com a anestesia
com cloridrato de cetamina, por exemplo. Ademais, a posicédo do globo ocular e o grau de
dilatacé@o da pupila variam conforme a espécie e o anestésico utilizado, reforcando o fato de
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nao serem considerados como indicadores seguros de profundidade anestésica em ratos e
camundongos (FLECKNELL, 2015).

c¢. Fungéo cardiorrespiratoria

A funcgéo respiratoria deve ser avaliada antes da anestesia, para que alteracbes de
padrao, profundidade e frequéncia respiratéria (FR) possam ser comparadas apés a indugéo
anestésica. A frequéncia e o padrao respiratério devem ser cuidadosamente monitorados
como indicadores da profundidade anestésica. Um padrdo respiratério muito superficial
pode indicar que o plano anestésico € muito profundo. Por outro lado, uma frequéncia
respiratéria muito elevada pode indicar que o animal estd em um plano anestésico muito
superficial e que, possivelmente, esteja sentindo dor (NAVARRO et al., 2021).

Pequenas alteracbes na FR e na frequéncia cardiaca (FC) em roedores séo
indicadoras de alteragdes profundas e sinais precoces de complicacdes. E necessario
que haja prevencédo de hipercapnia, hipoxemia, bradicardia e hipotensdo. Neste sentido,
equipamentos simples, como estetoscépio e ultrassom Doppler, podem fornecer
informacdes relevantes. O Doppler pode permitir o monitoramento audivel da FR e RC. O
eletrocardiograma (ECG) pode ser usado para avaliar possiveis alteragdes do ritmo e FC
(BENNETT, LEWIS, 2022).

d. Perfusdo tecidual e oxigenagao

A perfus@o sanguinea e a oxigenagéo podem ser monitoradas por meio da avaliagdo
da cor da membrana mucosa, contudo, isso ndo € tao evidente em ratos e camundongos.
Nessas espécies, deve-se considerar a cor geral da pele das orelhas, cauda e almofadas das
patas. Em camundongos albinos com niveis normais de perfuséo e oxigenacao, essas areas
tém coloragéo rosada. Entretanto, podem ficar palidas na ocorréncia de vasoconstri¢ao,
hipotensao, hipovolemia ou hipdxia, ou ainda adquirir coloragédo rosa escura em casos de
vasodilatagao, hipercapnia ou alteracdes toxicas (NAVARRO et al., 2021).

A falta de alteracdo de coloracdo, no entanto, ndo indica que o animal esteja
adequadamente oxigenado. Assim, a avaliagcdo desses sinais deve sempre ser associada
a verificacao de outros indicadores fisiologicos.

e. Temperatura corporal

O hipotalamo regula a temperatura corporal por mecanismos de feedback, como
vasodilatacéo, vasoconstricdo, alteracdoes na ventilacdo, respiracao ofegante e calafrios
(BENNETT, LEWIS, 2022). A hipotermia é uma das complica¢gdes mais comuns durante a
anestesia. Camundongos, por exemplo, sdo particularmente sensiveis devido a alta relacéo
area de superficie/massa (NAVARRO et al., 2021).

A mensuracdo da temperatura corporal de roedores durante um procedimento
cirurgico é essencial. Véarios instrumentos de afericao da temperatura podem ser utilizados,

devendo-se dar prioridade a utilizagdo de aparelhos eletrénicos que fornecem maior
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acuracia. A regiao anal ou retal geralmente é o local de escolha para posicionamento da
sonda para afericao de temperatura em ratos e camundongos (NAVARRO et al., 2021).

Destaca-se que equipamentos de aquecimento, como cobertores de ar forcado,
cobertores de agua aquecida circulante ou placas aquecedoras, devem estar proOximos
ao animal desde a sedagao até a recuperacédo. Tal conduta diminui a perda de calor por
radiacdo e convecgao (SKORUPSKI et al., 2017).

Outros recursos podem ser utilizados no monitoramento dos parametros fisioloégicos
dos animais durante os procedimentos cirurgicos, entretanto, requerem equipamentos
especificos para sua realizacdo, como a capnografia, afericao da presséao arterial sistémica
e da presséo venosa sistémica.

2.3 Pés-operatorio

Esta etapa é de extrema importéancia para o sucesso cirirgico e a rapida recuperag¢ao
do paciente. O retorno do animal da sedacao/anestesia € altamente variavel, dependendo
do protocolo utilizado, da duragéo do procedimento e da condi¢cao do paciente (BENNETT,
LEWIS, 2022).

Assim, ap0s a cirurgia, o animal deve ser mantido em local aquecido, sem ruidos
e com intensidade luminosa reduzida (STASIAK et al., 2003). Ademais, o piso e a parte
inferior das paredes do recinto de recuperagéo devem ser acolchoados com toalhas ou
cobertores, visto que os animais geralmente ficam instaveis quando comecam a deambular
(BENNETT, LEWIS, 2022).

Os sinais vitais devem ser monitorados a cada 10-15 minutos até que o animal esteja
totalmente consciente e capaz de deambular. A hidratagdo com soluc¢des salinas isotonicas
e aquecidas (36-37°C) por via subcutanea ou intraperitoneal é recomendada durante a
recuperacdo do animal, visando repor liquidos perdidos durante cirurgias, principalmente
naquelas de longa duracao (NAVARRO et al., 2021).

Visto que procedimentos cirurgicos potencialmente causam dor e estresse nos
modelos experimentais durante o pos-operatorio, podendo comprometer seriamente o bem-
estar animal, principalmente aqueles com maior grau de invasividade, a supresséo desse
desconforto é imperativa nesta etapa (STASIAK et al., 2003). Sinais clinicos de dor no pés-
operatorio devem ser monitorados sistematicamente para determinar a administracdo de
analgésicos, cuja escolha deve ser feita de forma adequada, levando-se em consideragéo
a espécie animal, o protocolo cirirgico e o tempo de analgesia do farmaco.

A Escala de Grimace é um recurso particularmente Gtil na quantificagdo da dor no
pos-operatorio (MATSUMIYA et al.,, 2012). Outras condigbes clinicas dos animais podem
ser utilizadas para verificar a ocorréncia de dor em camundongos e ratos nesta fase, como

discutiremos no toépico 4 deste capitulo.
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3| PROCEDIMENTOS CIRURGICOS EM ROEDORES

Serédo apresentados aqui, de forma genérica, alguns procedimentos cirargicos
utilizados, majoritariamente, em ratos e camundongos para fins cientificos. Vale destacar
que os protocolos podem sofrer variagdes entre os diversos grupos de pesquisa. Todavia,
a discussdo a seguir podera servir de orientagdo para o estabelecimento de protocolo
cirurgico experimental seguro e adequado, ao propiciar o reconhecimento de intercorréncias
cirirgicas e tomadas de decisbes que evitardo o sofrimento ou a dor relacionada ao
procedimento escolhido.

3.1 Cirurgias abdominais

Diversos modelos de doengas requerem cirurgias abdominais e, apesar de
terem objetivos distintos, muitos protocolos apresentam caracteristicas comuns, como a
laparotomia, que configura acesso a cavidade abdominal, sendo uma cirurgia invasiva.
Dependendo do objetivo e protocolo experimental, o pds-operatorio podera ser curto,
compreendendo poucos dias, ou longo, podendo levar meses para a recupera¢ao completa
do animal.
Os principais procedimentos cirargicos abdominais incluem:
- Cirurgias renais (transplante renal, nefrectomia, ligagdo ou obstru¢bes de vasos
ou pediculos).
- Cirurgias hepaticas (hepatectomia, transplante hepatico, ressec¢ao parcial hepatica
[Figura 1], ligacao de ducto biliar).

- Indugbes de estenoses no intestino.
- Procedimentos no timo e bago (timectomia e esplenectomia).
- Cirurgias no péancreas (ligagao do ducto pancreatico e pancreatectomia).

- Cirurgias no sistema reprodutor (orquiectomia, ooforectomia, ovariohisterectomia e
ovariosalpingohisterectomia).
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Fig.1: Disposi¢édo de 6rgdos abdominais em roedores ap6s laparotomia e resseccéo de figado.
Fonte: Ribeiro, Aimeida, Oliveira, 2023.

Na realizacdo desses procedimentos, visando garantir um bom manejo da dor, &
comum a adog¢a@o de protocolos analgésicos do tipo opioide antes da cirurgia. Um bom
exemplo € o uso de buprenorfina (0.01 a 0.05 mg/kg) em ratos e camundongos, aplicado
por via intraperitoneal entre 20 e 30 minutos antes do procedimento cirurgico (GRAF,
CINELLI, ARRAS 2016; TORELLI et al, 2022). Nesta fase, outros farmacos também
podem ser considerados para evitar efeitos adversos da anestesia ou para assegurar o
plano anestésico adequado. Dentre eles, a acepromazina (2 mg/kg) € um bom exemplo de
sedativo utilizado antes da inducdo anestésica em ratos e camundongos. Além disso, em
muitos protocolos que promovem exposi¢ao de areas com um alto nivel de microrganismos,
como o trato gastrointestinal, ou que induzam imunossupresséo, pode ser indicado o
uso de antibiéticos no pré-operatorio, como profilaxia. Entretanto, vale ressaltar que a
antibioticoterapia nao substitui procedimentos de assepsia (MIWA, SLADKY, 2016; GRAF,
CINELLI, ARRAS, 2016).

Finalizados os procedimentos pré-operatérios, o protocolo cirdrgico pode ser iniciado
a partir da indugdo anestésica. A vaporizacdo de anestésicos (Figura 2) para inalagédo é
comumente utilizada em ratos e camundongos, como é o caso do isoflurano, que pode
ser utilizado em concentragdes entre 4 e 5% para inducao e de 1 a 2% para manutencéo
do plano anestésico, em associagdo com oxigénio medicinal (ZHANG et al., 2019; ASHBY
et al., 2019). O uso de anestésico inalatorio garante maior controle do plano anestésico,
permitindo aprofundar ou reduzir a consciéncia do animal em poucos minutos.
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Fig.2: Sistema esquematico de anestesia inalatoria em roedores.

Fonte: Ribeiro, Almeida, Oliveira, 2023.

Durante a execugé@o do protocolo cirirgico, parametros fisioloégicos (temperatura,
respiracao e frequéncia cardiaca), sinais e condi¢des clinicas devem ser monitorados e
garantidos para evitar sofrimento ou procedimentos mal executados (BARRE-SINOUSSI,
MONTAGUTELLI, 2015). Ao finalizar o procedimento cirurgico, o pds-operatério deve
prever todos os cuidados citados no topico 2.3.

3.2 Oclusao de vasos e pediculo

Na inducéo de isquemias, o fluxo sanguineo deve ser interrompido a partir de uma
intervencao cirlrgica, por isso, diversos protocolos ou oclusées de vasos para esse fim
podem ser utilizados. Alguns procedimentos apresentam grau de invasividade menos
severo, como, por exemplo, a oclusdo de veia ou artéria femoral. Ja outros podem ser
mais invasivos, como a ocluséo do pediculo renal para inducdo de sindrome cardiorrenal,
que requer acesso a cavidade abdominal, configurando-se como um protocolo cirtrgico de
maior porte e complexidade (NERES-SANTOS et al., 2021).

Protocolos anestésicos inalatorios podem ser utilizados, como ja mencionado. No
entanto, vale salientar que, apesar dos aparelhos de anestesia inalatéria apresentarem
diversas vantagens, a indisponibilidade desses equipamentos nas instituicbes promove o
uso de anestésicos injetaveis em larga escala. Por essa razdo, muitos grupos de pesquisa
utilizam anestésicos injetaveis em diferentes combinacdes farmacologicas, sendo a mistura
de cloridrato de cetamina e cloridrato de xilazina a mais comum (NERES-SANTOS et al.,
2021). Apesar de os anestésicos injetaveis também serem eficientes em determinados
protocolos cirargicos, devemos considerar possiveis intercorréncias e interacoes
medicamentosas que essas combinacbes podem apresentar, como, por exemplo, 0 uso
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de anestésicos agonistas alfa adrenérgicos, que produzem efeito vasoconstritor periférico
(STABILE et al., 2003). A interferéncia de tais combina¢des em protocolos cirargicos
pode causar também prejuizos respiratérios e cardiovasculares. No pos-operatério, o
grau de invasividade da ocluséo realizada deve ser considerado para estabelecimento de
procedimentos analgésicos, utilizagcdo de anti-inflamatério e antibiotico.

3.3 Canulagoes

Em protocolos que visam a coleta de sangue de forma continua ou infusdes de
drogas através de veias e artérias por um periodo consideravel de tempo, comumente se
utiliza um protocolo cirargico para fixar uma canula ou um cateter de silicone de acesso
a um vaso. A canula & mantida no interior do vaso, a partir de uma sutura ou amarragao
realizada externamente a ele, permitindo uma fixacdo segura (PRITCHETT-CORNING et
al., 2011).

Nesse protocolo, a indugdo anestésica pode ser feita com isoflurano a 5% e a
manutengdo com isoflurano de 1% a 2%. Técnicas de assepsia devem ser previamente
aplicadas no animal, além de avaliacdo da profundidade do plano anestésico, que podera
ser realizada por meio do pingamento da pele na regido interdigital (PRITCHETT-CORNING
et al., 2011). A tricotomia deve ser realizada, se necessaria, utilizando um aparelho elétrico
apropriado e, entao, inicia-se a cirurgia.

Incisbes cutédneas sado realizadas, seguidas de dissecacdao muscular para
exposicdo de vasos, como no caso de procedimentos realizados na aorta caroétida ou na
veia jugular. Através de uma pequena arteriotomia ou venotomia, a canula é inserida em
aproximadamente 12 mm e fixada com dois pontos de sutura, um distal e outro proximal
a incisao realizada no vaso. Ap0s a sutura de fixagé@o, deve-se atentar ao fluxo sanguineo
ideal, evitando compressao e reducgéo da luz do vaso com a canula (VAN WINKLE et al.,
2013).

Visando manter a estabilidade e funcionalidade da canula, é preciso fixa-la de modo
a permitir a movimentacéo normal do animal e, ao mesmo tempo, longe do seu alcance,
evitando o seu acesso. Com esse propésito, € comum fixar a canula através da fascia
superficial no pescoco, lateralmente a parede corporal (Figura 3), com um fio de seda
4.0. Para isso, deve ser garantida folga suficiente para flexdo do pescoco do animal. A
canula é levada até a porcao posterior do pescogo, na regido da nuca, onde € realizada
uma pequena incisdo para fixacdo com uma sutura e possibilitando o acesso externo com
adaptador para conexao de seringa (VAN WINKLE et al., 2013).
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Fig. 3 - Cateter e/ou canulagdo esquematica de vasos em roedores.

Fonte: Ribeiro, Almeida, Oliveira, 2023.

Os cuidados poés-operatérios para os protocolos apresentados neste tdpico devem

ser considerados conforme citados anteriormente no item 2.3.

3.4 Cirurgia do sistema nervoso central e periférico em roedores

O desenvolvimento de estudos relacionados a neurociéncia se deve, dentre
muitas técnicas, a habilidade de acesso a regides especificas do encéfalo a partir de
protocolos cirurgicos conhecidos como estereotaxia (FORNARI et al., 2012). Esse acesso
tem permitido descobertas cientificas de grande importancia, uma vez que possibilita o
estudo e manipulagdes do encéfalo em organismos vivos, permitindo a visualizagéo de
comportamentos e alteragdes fisiolégicas em tempo real (FORNARI et al., 2012; KEISER,
CHEN, DAVIDSON, 2018;). A estereotaxia (Figura 4) possibilita a implantacao de canulas
metalicas em uma regido especifica de interesse, permitindo, por exemplo, a infusdo
de vetores virais adeno-associados objetivando terapias génicas; drogas de acéo curta;
infusbes continuas a partir de minibombas osméticas e microdialises para andlise do
fluido cefalorraquidiano, dentre outras aplicagbes (MESSIER, EMOND, ETHIER 1999;
PRITCHETT-CORNING et al., 2011; FORNARI et al., 2012; KEISER, CHEN, DAVIDSON,
2018). Todas essas metodologias excluem a barreira hematoencefalica que, muitas
vezes, & um obstaculo consideravel a diversos protocolos em neurobiologia (MESSIER,
EMOND, ETHIER, 1999; FORNARI et al., 2012; KEISER, CHEN, DAVIDSON 2018).
Além disso, permitem a implantacdo de eletrodos para estimulagdo ou registros de
sinais eletroencefalograficos e implantacao de fibras Opticas para estudos relacionados a
optogenética, dentre outras abordagens (FORNARI et al., 2012).
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Fig. 4 - Aparato esquematico para estereotaxia e optogenética em roedores.

Fonte: Ribeiro, Alimeida, Oliveira, 2023.

O que permite 0 acesso preciso a estruturas encefalicas é a referéncia de pontos
superficiais presentes nos 0ssos craniais, como o bregma (ponto de encontro dos 0ssos
frontal e parietais na intersec¢éo das suturas sagital e coronal) e lambda (ponto de encontro
dos o0ssos occiptal e parietais na intersec¢éo das suturas sagital e lambdoidal), quando o
animal esta posicionado no aparato esterotaxico (MESSIER, EMOND, ETHIER, 1999). A
partir de um atlas para cirurgias estereotaxicas, € possivel determinar as coordenadas
anteroposterior (AP), médio-lateral (ML) e dorsoventral (DV) (FENG et al., 2022).

O protocolo cirurgico geral deve ser considerado, assim como discutido nos topicos
anteriores para as cirurgias abdominais, oclusdes ou canulagdes de vasos. Porém, algumas
caracteristicas da cirurgia estereotaxica devem ser sublinhadas, como a precisdo dos
parametros necessarios para acessar determinada regiéo, uma vez que erros milimétricos
podem comprometer a execugdo do protocolo cirurgico (MESSIER, EMOND, ETHIER
1999; FENG et al., 2022). Neste sentido, deve-se considerar a linhagem e idade do animal
utilizado devido as variagbes anatdmicas que podem comprometer as coordenadas pré-
estabelecidas (FENG et al., 2022). Ademais, deve-se considerar o volume injetado em uma
determinada regido, o qual pode variar devido ao tamanho e a estrutura neuroanatémica,
visando promover dano tecidual minimo (MESSIER, EMOND, ETHIER 1999; KEISER,
CHEN, DAVIDSON, 2018). Assim, estudos pilotos e injecdes com corantes podem ser
necessarios para padronizar e refinar o protocolo cirirgico e, por conseguinte, reduzir o
numero de animais utilizados na pesquisa (MESSIER, EMOND, ETHIER 1999).

Acrilicos ou resinas odontolégicas para fixacdo de canulas ou conectores com
eletrodos sobre o cranio devem ser utilizados com o maximo de cuidado, por serem
neurotoxicos, uma vez que tal efeito deve ser evitado ou minimizado. Para que a adeséao

ocorra de forma apropriada e ndo se desprenda, € necessario que o 0sso do cranio
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esteja devidamente limpo e seco antes da aplicagédo do acrilico odontolégico. No caso
de implantacédo de cdnulas, um mandril deve ser inserido dentro da céanula para selar o
interior durante o periodo em que nao ha manipulagéo ou infusdes de liquidos, evitando
contaminagdes ou entupimento da canula guia (MESSIER, EMOND, ETHIER, 1999).

Protocolos cirlrgicos para estereotaxia permitem manutengbes de céanulas,
eletrodos e fibras Opticas no animal por dias, semanas e até meses. Entretanto, sugere-
se manter o animal em recuperacdo entre 5 e 7 dias antes do inicio dos experimentos,
evitando quaisquer interferéncias nos resultados obtidos (FORNARI et al., 2012). Além
disso, procedimentos poOs-operatérios padrédo para recuperacdo do plano anestésico
devem ser considerados. Vale salientar que a maioria das cirurgias estereotaxicas séo
minimamente invasivas e a recuperacao do animal é relativamente rapida (KEISER, CHEN,
DAVIDSON, 2018).

Protocolos cirtrgicos para inducéo de lesdo medular séo recorrentes no campo da
neurociéncia, apesar de serem considerados complexos devido ao grau de invasividade.
Na execucéo desses protocolos, deve-se considerar o uso de analgésicos opioides cerca
de 30 minutos antes do inicio da cirurgia, como buprenorfina 0.01 a 0.05 mg/kg (TORELLI
et al., 2022).

Na indugéo anestésica, sugere-se isoflurano a 5% e uma concentracao de 1 a 2%
para manutengéo do plano anestésico, ambos acrescidos de oxigénio medicinal. Técnicas
de assepsia e tricotomia devem ser adotadas. Em seguida, uma inciséo é realizada na pele,
que entdo deve ser divulsionada para acesso aos musculos. Incisdes laterais a coluna séo
feitas e, com um afastador, a vértebra é acessada para uma laminectomia com posterior
contusédo ou lesdo da medula. A lesédo medular podera ser obtida por meio de equipamento
especifico (Impactor, New Jersey, USA) que permite controle de altura e peso de um bastéao
metalico ao ser langado em queda livre sobre a medula. Apos a lesdo, os musculos sdo
suturados separadamente e a pele suturada em sequéncia (Figura 5) (TORELLI et al.,
2022; SANGANAHALLI et al., 2021).
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Fig. 5- Representacéo de acesso cirdrgico da medula espinal de roedores.

Fonte: Ribeiro, Almeida, Oliveira, 2023.

O fornecimento de isoflurano é interrompido ao fim do procedimento de lesdo
medular, contudo, o suprimento de oxigénio deve ser mantido por cerca de 5 a 15 minutos
ou até o animal recuperar-se do plano anestésico. O pds-cirurgico deve ser acompanhando
atentamente com manejo de analgesia (buprenorfina 0.01 a 0.05 mg/kg a cada 8 horas) e
antibi6tico (amoxicilina 15 mg/kg). Nesse protocolo cirargico, deve-se verificar a eliminagédo
urinaria e, com frequéncia, sera necessario realizar o esvaziamento da bexiga do animal por
meio de massagens (duas ou trés vezes ao dia), pois o fluxo urinario pode ser prejudicado.
Hidratag&do subcutanea com salina e suplementacao alimentar por via parenteral podem ser
requeridas (SANGANAHALLI et al., 2021; TORELLI et al., 2022).

Em estudos relacionados a dor neuropatica em ratos e camundongos, o procedimento
de ligamentos em nervos periféricos (Figura 6) é essencial para reproduzir o modelo da
doenca, possibilitando estudos de mecanismo (ASHBY et al., 2019).

Fig. 6 - Esquema anatémico de nervos para acesso e indugéo de dor neuropatica em roedores.

Fonte: Ribeiro, Alimeida, Oliveira, 2023.
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Neste sentido, podem ser considerados os procedimentos contidos nos protocolos
cirurgicos apresentados anteriormente neste capitulo. Nesse modelo experimental, os
procedimentos objetivam a indu¢do de nocicepcao (sensibilizacdo de vias que induzem
desconforto e sensagbdes dolorosas), o que frequentemente impossibilita o uso de
analgésicos, que podem mascarar os resultados obtidos. Por essa razéo, tais estudos
necessitam de justificativas plausiveis (ASHBY et al., 2019).

4| AVALIAGAOEAPLICAGAODOPONTOFINAL HUMANITARIO EM CIRURGIA
EXPERIMENTAL

Todos os procedimentos cirirgicos comentados até o momento, bem como muitos
outros modelos experimentais, podem, sob algumas circunstancias, acabar resultando em
sofrimento, dor e angustia aos animais. Em todos os casos, o pesquisador responsavel e
sua equipe deverdo encerrar antecipadamente o estudo proposto. Esse desfecho precoce,
chamado de ponto final humanitario (endpoint, do inglés), difere do encerramento normal de
uma pesquisa, que ocorre quando os objetivos cientificos foram alcangados, pois o primeiro
deve ser adotado sempre em qualquer circunstancia em que haja comprometimento
significativo ao bem-estar animal. Dessa forma, o encerramento do estudo deve ser
antecipado na tentativa de impedir o prolongamento desnecessario do sofrimento, visto
que alteracdes no bem-estar animal impactam negativamente na confiabilidade dos dados
de uma pesquisa (RICHMOND, 1999; MORTON, 2005; BRASIL, 2022).

Por defini¢éo, o ponto final humanitario € um indicador precoce de dor e/ou distresse
(potenciais ou efetivos) em experimentos com animal, que pode ser usado para evitar ou
alivia-los, funcionando como ferramenta de refinamento, um dos principios basicos dos 3R’s
de Russel e Burch (RICHMOND, 1999; OECD, 2000). Em suma, o ponto final humanitario
€ o ponto de referéncia de sinais caracteristicos de dano ao bem-estar animal que impoe a
necessidade de acdes corretivas ou interruptivas imediatas. Vale ressaltar que os parametros
humanitarios devem sempre ser ponderados em relagdo aos objetivos cientificos do estudo,
de modo a permitir que estes sejam alcangados, desde que devidamente inseridos num
contexto moral e eticamente justificados (OLFERT et al., 1988; HENDRIKSEN, MORTON,
1999; ASHALL, MILLAR, 2014). Antes mesmo de submeter um projeto de pesquisa a
apreciagdo pela comissdo de ética no uso de animais (CEUA) institucional, deve-se
considerar a adocao de endpoints adequados para a espécie proposta no estudo. Para
isso, € necessério prever todas as intercorréncias potencialmente prejudiciais ao bem-
estar animal durante a execucéo do protocolo, bem como a¢des corretivas ou interruptivas.
A implementacdo de endpoints & imprescindivel para evitar sofrimento prolongado e/ou
excessivo, principalmente nos casos em que a dor ou o distresse é parte necessaria do
protocolo. Por outro lado, quando nao for possivel estimar o potencial de morbidade ou

mortalidade de uma determinada abordagem experimental, é altamente recomendavel
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a adocao de estudos pilotos prévios, a fim de se obter pardmetros mais confiaveis na
aplicacé@o de endpoints ao protocolo experimental (OLFERT, 1995; OLFERT et al., 1988).

Embora a eutanasia seja a estratégia de desfecho mais comumente utilizada na
experimentagdo animal, essa deve ser a ultima alternativa possivel a ser considerada.
Ainda que o endpoint adequado dependa de cada cenario, em muitos casos, o alivio da dor,
desconforto ou distresse pode ser obtido por meio de estratégias como analgesia, exclusao
do animal afetado do estudo, cirurgia reparadora, altera¢gdes na quantidade de animais por
gaiola, ajustes de temperatura, implementagéo de programas de enriquecimento ambiental,
satisfacdo de necessidades sociais, disponibilizacdo de animais para adocdo, dentre
outras opcdes (GONZALEZ et al., 2000; LEACH, THORNTON, MAIN, 2008; CARBONE,
2012; SPANGENBERG, KEELING, 2016). Independentemente da estratégia adotada, na
elaboragéo correta de um endpoint € indispensavel o conhecimento do comportamento
normal e de indicativos de alteragbes comportamentais na espécie animal (OECD, 2000).

Por outro lado, em estudos em que a morte do animal é a Unica op¢éo de desfecho,
€ importante salientar que o método de eutanasia a ser aplicado deve ser adequado a
espécie e a idade do sujeito experimental (BRASIL, 2018). Métodos aceitos sob restri¢ao,
como a decapitacdo por guilhotina, por exemplo, podem ser utilizados em alguns protocolos
de pesquisa, desde que justificados e devidamente aprovados pela CEUA competente,
a qual julgard, inclusive, os méritos éticos e cientificos da pesquisa. Nesses casos, é
de fundamental importancia que sejam previstas antecipadamente todas as situacbes
possiveis e seus desfechos humanitarios, a fim de evitar o sofrimento animal.

Na aplicacdo de um endpoint, é imprescindivel que haja a observacédo do bem-
estar animal, que pode ser avaliado por meio de indicadores clinico-comportamentais,
patofisiologicos e/ou bioquimicos. Atividade, postura corporal, agressividade, resposta
ao manuseio, vocalizagdo, grooming e estereotipias sdo exemplos de parametros clinico-
comportamentais que podem ser avaliados. Alteragdes na frequéncia cardiorrespiratoria,
na contagem de células sanguineas e no peso corpéreo, bem como a perda de hidratacdo
e a anuria podem ser importantes marcadores patofisiolégicos. Por sua vez, a avaliagcéo
de proteinas de fase aguda, catecolaminas, corticosteroides e horménios como insulina,
glucagon e prolactina sdo importantes parametros bioquimicos que, em conjunto com os
parametros comportamentais e patofisioldgicos, podem ser utilizados como critérios de
decisdo para ponto final humanitario.

Adicionalmente as evidéncias clinicas e comportamentais (possivelmente as mais
facilmente observaveis), alguns parametros hormonais tém sido utilizados para mensurar
o sofrimento animal, tais como catecolaminas, corticosteroides, prolactina, fator de
necrose tumoral, interleucinas, dentre outros (OLFERT et al., 1988). E importante notar
que, em determinados casos, alteragbes clinico-comportamentais podem ser, na verdade,
consequéncias tardias de falhas na manutengcédo da homeostase em resposta ao estresse
(MCEWEN, 2003; MCEWEN, SEEMAN 1999, 2000; MCEWEN, WINGFIELD 2003a;
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MCEWEN, WINGFIELD 2003b). Em certos casos, tais alteragbes poderiam ser detectadas
precocemente por métodos bioquimicos, moleculares ou outros, especialmente quando o
protocolo de pesquisa prevé coleta sanguinea (OLFERT et al., 1988). De qualquer modo,
independentemente do método de avaliagédo, o ponto final humanitario deve ser aplicado o
mais precocemente possivel, a fim de evitar que os animais atinjam um estado moribundo
ou de morte iminente (HENDRIKSEN, MORTON, 1999). Dessa forma, o emprego tardio do
ponto final humanitario pode caracterizar-se como uma negligéncia inconcebivel e grave
ao bem-estar animal.

A aplicacdo verdadeiramente eficaz (e, portanto, ética) do ponto final humanitario
depende diretamente dos pesquisadores nos quesitos experiéncia e aptiddo em distinguir
caracteristicas normais e anormais da espécie, capacitacéo, treinamento, engajamento,
dedicacéo e senso de responsabilidade; e tais premissas se aplicam a todos os individuos
envolvidos no uso e cuidado dos animais, o que inclui pesquisadores, colaboradores
técnicos e discentes (HAU, 1999; OLFERT et al., 1988; OLFERT, 1995).

A experiéncia do pessoal envolvido com a pesquisa com biomodelos € importante
para o reconhecimento de algumas situagbes ndo convencionais, visto que algumas
espécies sao incapazes de manifestar alteragOes fisicas e/ou comportamentais, mesmo
em situacdes de angustia e/ou dor severa (OECD, 2000). Em camundongos submetidos
a pequenas cirurgias, por exemplo, apenas sinais de dor e sofrimento consideraveis séo
normalmente detectaveis no pds-operatorio, tais como piloerec¢ao, postura curvada, apatia,
agressividade e automutilagdo (BAUMANS et al., 1994; HAWKINS, 2002; BAUMANS, 2004;
VAN SLUYTERS, OBERNIER, 2004). Portanto, para a aplicacdo adequada de um endpoint,
€ necessario que haja um constante e minucioso monitoramento do bem-estar por parte
da equipe durante todo o experimento, através de estratégias de avaliagdo, como o uso
de checklists ou escalas adequadas para cada espécie e cada procedimento (MORTON,
2005). Tais instrumentos devem considerar os parametros preditivos especificos a serem
avaliados e a atribuicao de escores a fim de minimizar a subjetividade da andlise, conforme
exemplo no quadro 2.

Os parametros devem ser registrados individualmente para cada animal e os escores
obtidos deverédo ser somados. O resultado dessa soma sera considerado de acordo com
uma faixa previamente estabelecida (e devidamente validada) de comprometimento do
bem-estar do animal. Por sua vez, cada faixa de comprometimento determinara as acées
a serem tomadas.
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Perda de peso Normal a 5%

5a10%

Acima de 10%

Comportamento | Normal

Letargia

Agressividade/Apatia

Agressividade elevada/lrresponsividade

Pele Hidratada

Desidratacao leve

Desidrata¢cdo moderada

Desidratacdo grave

Pelos Limpo

Auséncia de Grooming

Sujeira e acimulo de descargas oculares e/ou nasais

Sujidade extrema

Respiracao Normal

Levemente desconfortavel

A= O|d D=+ O|F|NMD|=O|lWIMDV|=O|N|—=~|O

Forgada e/ou Sibilante

Outras observacoes

TOTAL

Quadro 2. Exemplo de proposta simplificada para avaliagédo de animais cirurgiados'
'Adaptado de HAWKINS et al., 2011.

A soma dos escores determinara o grau de comprometimento do bem-estar animal
e a acao requerida:

- 0 => padrao de normalidade;
- 1 a 3 escores => faixa de comprometimento leve => manter a observacao;

- 4 a 7 escores => faixa de comprometimento moderado=> aumentar a frequéncia
de observacao e considerar uso de analgésicos e sedativos ou outras estratégias;

- 8 a 11 escores => faixa de comprometimento grave => consultar médico veterinario,
cogitar medida de alivio imediato e considerar endpoint,

- 12 a 17 escores => faixa de comprometimento gravissimo => endpoint inadiavel.

O monitoramento deve ser realizado de maneira cuidadosa, seguindo 0s passos a
seguir:

- Observacao do comportamento espontaneo do animal no seu microambiente.

Essa analise deve ser de forma silenciosa, no horario em que estao habitualmente
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despertos, verificando aspectos como atividade, locomogdo, pelagem,
comportamento, postura, tamanho, peso e condicdo geral. Por exemplo, € comum
que animais em sofrimento se mantenham isolados dos demais ou se tornem
agressivos e/ou apresentem posturas curvas, pelos ericados, magreza excessiva
etc. Essa analise deve ser a mais discreta possivel para evitar estresse dos animais
com consequente alteragdo do comportamento.

- Avaliagao individual. Nesta etapa, convém avaliar cada animal que esteja
apresentando aspectos incomuns (normalmente visualizaveis ja no passo anterior),
observando minuciosamente o animal por inteiro: cabeca, abdémen, dorso, cauda,
patas, focinho, olhos, vibrissas e orelhas; bem como coloragéo, presenga e tamanho
de massas tumorais, alopecia, caquexia, presenca de secrecdes ou sinais de luta
etc.

- Notificacdo do médico-veterinario responsavel. A constatacdo de quaisquer
alteracdes deve ser imediatamente comunicada ao médico veterinario responsavel,
que deverd investigar a causa e decidir qual intervencéo devera ser tomada.

- Registro das alteracoes e atribui¢ao de escores. Todas as alteracdes devem ser
devidamente registradas, avaliadas e classificadas segundo uma escala de escores
previamente definida, de acordo com a intensidade, para cada paradmetro escolhido.

- Mensurar o grau de comprometimento do bem-estar animal. Esse dado
sera resultado da soma dos escores e o valor obtido deve indicar a faixa de
comprometimento do bem-estar correspondente, bem como a agéo requerida.
Quanto maior o somatério, pior o estado do animal.

- Executar endpoint. Para cada faixa de comprometimento, uma interveng¢éo
especifica devera ser tomada, sendo a eutanasia a medida mais extrema. Nesta
etapa, diversas agdes podem ser requeridas com o objetivo de restabelecer o bem-
estar animal, como, por exemplo, a adogéo de tratamento sintomatico/de suporte
e ajuste do protocolo experimental. Quando a recuperacéo ndo for possivel, a
participagdo do animal no experimento devera ser interrompida. Dependendo do
comprometimento de seu bem-estar, a eutanasia devera ser considerada. Em todo
caso, tal deciséo deve ser tomada ap6és uma devida avaliacao clinica que considere
a gravidade da condi¢c&o, quantidade de dor e sofrimento, o prognéstico e a potencial
perda de dados relevantes para a pesquisa (OECD, 2000).

A seguir, uma lista de alguns sinais clinicos que, a depender da duragéo, gravidade
e da resposta a terapia, podem ser fortes indicadores da necessidade de finalizacéo
humanitaria para a maioria das espécies de animais de laboratério (NIH, 2022):

- Perda de peso rapida ou progressiva;
- anorexia e/ou ingestéo insuficiente de liquidos;
- diarreia debilitante;

- pele desidratada;
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- aumento da circunferéncia abdominal ou ascite;

- dermatites ou outras condicdes irresponsivas ao tratamento;
- acumulo de sujeira no pelo e/ou postura curvada;

- letargia;

- perda do reflexo de correcao ou falha em manter o equilibrio;
- tosse, respiracao forcada, descarga nasal, ofegancia;

- ictericia, cianose e/ou palidez/anemia;

- sinais neuroldgicos (convulsdes, paralisia, paresia, andar em circulos/inclinagéo
da cabeca, cegueira);

- sangramentos espontaneos;
- trauma autoinduzido com exposicédo do musculo subjacente;

- qualquer outra condigc&o que interfira em atividades normais (como comer e beber,
construir ninhos, caminhar etc.);

- hipertermia ou Hipotermia excessivas ou prolongadas; e

- outros.

CONSIDERAGCOES FINAIS

- Todo protocolo que envolva o uso de biomodelos animais, especialmente aqueles
relacionados a procedimentos cirargicos invasivos, deve ser cientificamente
relevante e eticamente justificavel.

- Pesquisadores devem priorizar o refinamento de técnicas cirdrgicas a fim de
minimizar a dor ou o estresse dos animais.

- Protocolos devem ser constantemente revistos, visando detectar comprometimento
no bem-estar dos animais.

- Em caso de ocorréncia de sofrimento, dor e angUstia nos animais, € inescusavel
que sejam adotados critérios de endpoint conforme legislagao vigente.
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